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Stanoveni slozeni mikrobialnich spolecenstev
osidlujicich brambory ve vztahu k jejich zivinovému
obsahu

Souhrn

Diplomova prace je zaméfena na slozeni mikrobialniho spolecenstva a vyskyt
aktinobakterialni obecné strupovitosti v souvislosti s obsahem zivin v hlizach i listech
brambor. Cilem studie zalozené na nadobovém experimentu bylo zjistit zavaznost
onemocnéni vici danému onemocnéni po piidavcich fosforu, raseliny a zeleza do
pudy u tfech odrtd, které se 1isi nachylnosti. Souvislost mezi nachylnosti odrad
a vlivem zivin byla dale hodnocena pomoci slozeni bakteridlniho spolecenstva
osidlujiciho brambory.

Slozeni bakterialniho spolecenstva bylo stanoveno sekvenovanim PCR produktu
ziskaného amplifikaci genu pro 165 rRNA zextrahované DNA z bramborového
peridermu. Byla pouzita metoda Illumina Mi-seq. Knihovna vzniklych a upravenych
sekvenci se sestavila do operacnich taxonomickych jednotek (OTU) a vytvorily se
fylogenetické Kklastry, které byly fazeny do taxonomickych skupin na zakladné
porovnavani s databazovou knihovnou sekvenci. Rozdilnost jednotlivych
bakterialnich spolecenstev byla podporena statistickou metodou LEfSe.

Nejefektivnéjsi potlaceni obecné strupovitosti bylo zaznamenano u hliz odrady
Agria. U této odrtidy byla oproti kontrolni ptidé obecna strupovitost signifikantné
nizsi u pudy oSetfené Zelezem a fosforem. Zaroven byl periderm hliz této odrady
bohaty na zelezo a dusik, ale chudsi na fosfor. Odrida David méla podobné vysledky,
ale nebyl zaznamenan Zzadny statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
osetfenimi. U odridy Adéla byla prokazana jeji pfirozena rezistence vici onemocneni.
Bylo vSak dokazano, Ze jednotliva oSetfeni dokazi snizit zavaznost onemocnéni na

uroven podobnou supresivni ptde.

Klicova slova: obecna strupovitost, zivinové slozeni, zelezo, endofytni spolecenstvo



Assessment of microbial communities in
relationship to nutrient content in potato
periderm.

Summary

The diploma thesis is focused on the composition of the microbial community
and the severityof potatocommon scab in connection with the content of nutrients in
tubers and leaves of potato plants. The aim of the study, based on a container
experiment, was to determine the severity of the disease in three cultivars differing in
susceptibility to the disease after the addition of phosphorus, peat and iron to the soil.
Relationship between the susceptibility of cultivars and the effect of nutrients was
further evaluated using the composition of the bacterial community inhabiting the
potato periderm.

The composition of the bacterial community was determined by Illumina Mi-seq
sequencingof PCR amplicons of the 165 rRNA genes from the extracted DNA from the
potato periderm. The library of cured sequences was compiled into operational
taxonomic units (OTU) and phylogenetic trees, which were classified to taxonomic
groups on the basis of comparison with the database sequence library. The diversity
of individual bacterial communities was supported by the statistical method LEfSe.

The most etfective suppression of common scab was recorded in Agria tubers.
In this cultivar, the common scab was significantly lower on the periderm from
conductive soil treated with iron and phosphorus compared to the control. At the same
time, the periderm of tubers of this cultivar was rich in iron and nitrogen, but poor in
phosphorus. Cultivar David had similar results, but no statistically significant
difference was noted between treatments. Cultivar Adéla has been shown to have
natural resistance to the disease. However in general, it was demonstrated that the
individual treatments can reduce the severity of the disease to a level similar to

suppressive soil.

Keywords: common scab, nutrient composition, iron, endophytic community
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1 Uvod

Aktinobakterialni strupovitost brambor je onemocnéni, se kterym se potykaji
péstitelé brambor po celém svéte. V USA ji producenti osiva zaradili mezi pét
nejvétsich chorob postihujici brambory (Dees & Wanner, 2012). Onemocnéni nema za
nasledek snizeni vynosnosti brambor, ale ma jisty vliv na kvalitu a naslednou
prodejnost brambor. Kolem mista infekce se na povrchu vytvareji hnédé léze, které se
mohou spojovat a pokryvat velkou ¢ast povrchu hlizy (Wanner, 2006).

Za dané onemocnéni jsou zodpovédné bakterie z rodu Streptomyces, avsak ne
vSichni zastupci jsou patogenni. Vétsina téchto zastupcti jsou neskodnymi ptidnimi
saprofyty nebo svou pfitomnosti podporuji rist rostliny, ¢i se podileji na tvorbé
antibiotik (Chater, 2016). V dnesni dobé je popsano jedenact patogennich druhti
vyskytujicich se po celém svété, nejznaméjsSim a nejdéle popsanym druhem je
Streptomyces scabies (Thaxter 1981) (Loria et al., 2006). Jejich patogenita je zapficinéna
produkdi fytotoxickych metaboliti thaxtominii, které byly poprvé popsany jiz v roce
1989 (King et al., 1989).

Jednim z faktort podilejici se na kontrole onemocnéni obecnou strupovitosti je
uprava pH putdy. Jiz dfive bylo popsano, Ze zavaznost onemocnéni byla nizsi
v pudach s pH <5,2 (Hornby, 1998). Avsak o nékolik let pozdéji se prokazalo, ze
existuji i jiné patogenni druhy, které jsou schopny zptsobovat onemocnéni
i vkyselejsich ptdach (Lambert et al.,, 2005). Jednim z problémt pfi kontrole
onemocnéni pomoci pH by mohly byt vysoce pufrované ptidy (Lazarovits et al., 2007).

Dalsim aspektem ke sniZeni zavaznosti onemocnéni je zvoleni vhodné odrtidy.
Vzhledem ktomu, ze nebyl zcela objasnén princip rezistence, doposud nebyla
vyslechténa odriida, ktera by byla zcela rezistentni viici onemocnéni (Clarke et al.,
2019). Byly vsak vyslechtény odrtidy, které jsou méné nachylné, a diky nim zastava
zavaznost onemocnéni nizsi i v ptidach pfiznivych pro patogeny. Je i prokazano, ze
jednotlivé odrtidy se lisi ve svych pozadavcich na jednotlive Ziviny. A jejich dodavani
do ptidy mtize vést k prevenci onemocnéni (Nahar et al., 2018).

Zemédélskeé pudy jsou casto chudé na jednu nebo i vice zivin. Nedostatek zivin
vede k neoptimalnimu rtstu rostlin, ale také ke sniZeni rostlinné imunity. Jednim
z mechanismti ochrany rostlin je poskytovani dostatecného mnozstvi zivin a dodavani
do ptidy zejména fosforu, dusiku ¢i stopovych prvkin (Dordas, 2008). Onemocnéni
obecnou strupovitosti je potencionalné ovlivnéno rostlinnymi mineralnimi zivinami.
Jiz dfive bylo uvedeno, ze se zavaznosti onemocnéni souvisi obsah dusiku, fosforu,

drasliku, vapniku, hofc¢iku, Zeleza, zinku, manganu, médi a hliniku v ptidé nebo



v rostlinné tkani (Lambert et al., 2005). Pouziti zivin pro kontrolu onemocnéni bylo

zkoumano, ale u€inky se lisily podle odrtidy, umisténi i podle roku (Lazarovits, 2010).



2 Cile prace

Diléimi cili diplomové prace byly:

e zjistit zavaznost obecné strupovitosti u odriid Agria, David a Adéla
v zavislosti na riznych ptidnich podminkach;

e prokazat vztah mezi Zivinovym sloZzenim hliz brambor a mikrobidlnim
spolecenstvem osidlujici periderm;

e urcit, zda pfidavek nékterych zZivin omezi rozvoj obecné strupovitosti

brambor.
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3 Literarni reserse

3.1 Obecna strupovitost brambor

Strupovitost brambor je celosvétovym problémem, jenz nema za nasledek
sniZzeni vynosnosti brambor, ale ovliviiuje kvalitu a prodejnost postizené plodiny.
Vzhledem ktomu, Ze jsou brambory ekonomicky dtlezitou plodinou v mnoha
regionech, je strupovitost zavaznou chorobou v zemédélském primyslu, zptisobujici
celosvétové ztraty na vynosu (Loria et al., 2006). Ztrata vynosnosti brambor je také
zplsobena zasychanim mladych hliz brambor, které byly masivné napadeny
patogenem (LERAT et al., 2009). Dle vyhlasky & 291/2010 Sb. je v Ceské republice
pripustny vyskyt obecné strupovitosti na povrchu ranych i pozdnich konzumnich
brambor uvadén jako Y povrchu ("Sbirka zakonu Ceska republika”, 2010).
To odpovida stupni 4 na stupnici napadenti hliz (Obr. 1) (Hausvater et al., 2020).

Obr. 1 Stupnice napadenti hliz obecnou strupovitosti (Hausvater et al., 2020)
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V jedné studii, ktera byla zaméfena na ekonomicky vynos z prodeje brambor
v Kanadé, uvedlo 82 % kanadskych farmara ztraty zptisobené strupovitosti. Celkové
ztraty v roce 2002 ¢inily okolo 17 milionti dolarti, coz primérné na jednoho farmare
pripadlo okolo 8 tisic dolarti (Hill & Lazarovits, 2005).

Obecna strupovitost se déli do tfi skupin. Dfive byla strupovitost popisovana
jako jedina choroba, zplisobena patogenni bakterii Streptomyces scabiei (LAMBERT &
LORIA, 1989a). Tento patogen se vyskytuje pfednostné v ptidach s nizkym obsahem
vlhkosti a s pH v rozmezi od 5,5 do 7,5 (Hudec et al., 2021). Za nedlouho se vsak
objevila strupovitost i na polich s nizkymi hodnotami pH. Patogen zpusobujici tzv.
kyselou strupovitost je Streptomyces acidiscabieis (Lambert and Loria 1989) (LAMBERT
& LORIA, 1989b). Poslednim typem je sitovita forma strupovitosti. Tento typ
zpusobuje patogenni agens Streptomyces reticuliscabiei (Bouchek-Mechiche et al. 2000)
(Bouchek-Mechiche et al., 2006). Avsak jednotlivé formy lze od sebe odlisit velice
obtizné, jelikoz vétsina druhti zptisobuje za rliznych podminek rozdilné priznaky
(Dees & Wanner, 2012).

Priznaky strupovitosti se 1isi od povrchovych po hluboké léze nebo se mohou
vytvaret i vyvysSené léze. Léze byvaji malé, ale takeé se slucuji a pokryvaji velké plochy
povrchu hlizy. Léze jsou korkovité a maji hnédé zbarveni (Wanner, 2006). Pfestoze
patogenni bakterie maji Siroké hostitelské rozmezi, nedochazi k projevu pfiznak
strupovitosti na vSech tkanich a vyvojovych stadiich rostliny. Nadzemni casti rostliny
napadené patogenem zlistavaji zdraveé. Pfiznaky jsou znatelné na podzemnich c¢astech
s vyjimkou kofenti. Postizeny jsou nejvice stonky pod povrchem a hlizy brambor.
Anatomicke a fyziologické zmény se vyskytuji béhem vyvoje hliz (Dees & Wanner,
2012). Vevyvoji pfiznakil hraji roli riizné faktory: vybér kultivaru brambor, podminky
prostfedi, virulence patogenti a hustota inokula patogenti (Lazarovits et al., 2007).
Avsak pfiznaky nejsou druhové specifické a nelze je pouzit k identifikaci patogenu
(LAMBERT & LORIA, 1989a). Dle studie z roku 2004 se na jednom poli, rostliné
¢i v jedné lézi mlze vyskytovat vice patogennich i nepatogennich bakterii spolecné
(Lehtonen et al., 2004). Pfikladem je tomu Norsko, kdy na stejném poli a i ve stejné 1ézi
byli izolovani dva zastupci z rodu Streptomyces — Streptomyces europaeiscabiei (Bouchek-
Mechiche et al. 2000) a Streptomyces turgidiscabies (Miyajima et al. 1998) (Dees et al.,
2013).

3.1.1 Patogeny podilejici se na vzniku strupovitosti

Strupovitost brambor zptsobuji patogenni bakterie z rodu Streptomyces spp., tyto
bakterie se vyskytuji na celém svété a dokazou se pfizplisobit riznym pltidnim

podminkam. Vétsina druhti z tohoto rodu je neskodnymi ptidnimi saprofyty. Néktefi
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zastupci rodu Streptomyces podporuji riist rostlin nebo jsou hojné studovany jako
organismy produkujici antibiotika (Chater, 2016). Bakterie rodu Streptomyces jsou
zdrojem fady dalSich protizanétlivych, imunitné potlacujicich a antimikrobialnich
latek (Hopwood, 2006). V soucasné dobé existuje ptiblizné jedenact popsanych druhti
Streptomyces zpusobujicich strupovitost brambor (Loria et al.,, 2006). Vsechny
patogenni bakterie mohou zptisobit toto onemocnéni i na dalsi kofenové zelening, jako
je mrkev, tufin ¢i fedkvicky (Loria et al., 1997a). Patogenni bakterie se vyskytuji po
celém svéte a plisobi skody ve vSech statech, kde jsou péstovany brambory.

Prvnim popsanym druhem patogenu zplisobujicitho strupovitost brambor byl
Streptomyces scabies (LAMBERT & LORIA, 1989a). Tento nejznaméjsi zastupce se
povazuje za kosmopolitni druh v distribuci. Dle nékolika studii se vSak ukazalo, ze
v Evropé je jeho vyskyt zaznamenan jen ziidka (Bouchek-Mechiche et al., 2000b;
Flores-Gonzalez et al., 2007). Streptomyces scabies je bakterie, ktera je diky své vlaknité
morfologii podobna houbé. Mycelium se sklada z tenkych rozvétvenych hyf. Valcovité
vytrusy se produkuji ve zralych valcovitych fetézcich obsahujicich nejméné 20 vytrust
(LAMBERT & LORIA, 1989a). Jejich spory se uvoliuji z hyf a prostfednictvim téchto
sporti je bakterie rozptylena a pfeziva na semenech, v ptidé ¢i ptidni vodé (Loria et al.,
2006). Spory klici a vstupuji do rostlinnych tkani skrze poskozena mista napf. larvami.
Mladé hlizy jsou nejnachylnéjsi k napadeni az 4 tydny od iniciace hliz (Braun et al.,
2017). Odumirajici rostlinné buniky poskytuji patogenu Zziviny. Nasledné déleni
hostitelskych bunék v okoli infekce zptisobuje tvoreni vrstvy korkovych bungk, které
se vytlaci ven a zplisobuji 1éze na hlizach brambor (Bouchek-Mechiche et al., 2000a).
V minulosti byl pouze tento zastupce povazovan za patogenni. Avsak s vyvojem
molekuldrni analyzy se ukazalo, Ze existuji i dalsi druhy bakterii zptisobujici béznou
strupovitost (Goyer et al., 1996).

Jednim ztéchto patogennich agens je Streptomyces europaeiscabiei, ktery byl
poprvé popsan ve Francii (Bouchek-Mechiche et al,, 2000a). V nedavné dobé byl
Streptomyces europaeiscabiei izolovan na poli ve Spanélsku (Sarwar et al., 2019). A& se
tento druh zdal byt zcela typickym pouze pro Evropu, byl jeho vyskyt hojné
zaznamenan i v Severni Americe (Wanner, 2009). DalSim popsanym patogenem
je Streptomyces acidiscabies, jehoz vyskyt je popsan zejména v Koreji ¢i Japonsku (Song
et al., 2004).

3.1.2 Determinanty zpusobujici strupovitost

Patogenni streptomycety jsou schopny produkovat fytotoxické metabolity
oznacované jako thaxtominy. Thaxtomin byl poprvé popsan a izolovan Kingem

a Lawrencem vroce 1989. Prevladajicim fytotoxinem produkovanym S. scabies
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je thaxtomin A (King et al., 1992). V roce 2000 bylo prokazano, ze thaxtomin A je
zodpovédny za patogenitu streptomycet (Healy et al., 2000). Mimo tento patogenni
determinant je popsano dalsich 11 druhti thaxtominu, liSicich se od sebe acylovymi
skupinami (Bignell et al., 2010).

Thaxtomin A zpiisobuje sniZzeni krystalické celulézy v bunécné sténé€, ovliviiuje
expresi genti podilejicich se na primarni a sekundarni syntéze bunécné stény. Dopad
na syntézu celuldzy je primarnim zptisobem ptisobeni tohoto fytotoxinu (Bischoff et
al.,, 2009). Dale ma za nasledek zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontt.
Tato reakce vede k okyseleni a naslednému naruseni bunécné stény a pfispiva ke
spusténi programované bunécné smrti indukované thaxtominem (Bignell et al., 2014).

Thaxtominy jsou cyklické dipeptidy sloZzené z jedné molekuly tryptofanu a jedné
molekuly fenylalaninu. Aminokyseliny jsou spojeny bimodularni peptidovou
syntézou, ktera se oznacuje jak txtA a txtB. Na organickou kostru se pfipojuji
methylové skupiny pomoci txtA a txtB (Healy et al., 2000). Diky monooxygenaze P450
se ke kostfe pfipojuji hydroxylové skupiny. Pomoci syntazy oxidu dusnatého (NOS)
se kindolovému kruhu na tryptofan do polohy 4 pfipojuje nitroskupina, jez

je zodpovédna za fytotoxicitu thaxtomint (Healy et al., 2002).

O o~
N
\N+/ o

| X

Thaxtomin A CH; OH CH;

OH
ThaxtominB  CH; OH  CH;, H
Thaxtomin C  CH, H H H

Obr. 2 Struktura thaxtominti produkovanych patogennimi streptomycetami
(Healy et al., 2002)
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Produkce thaxtominu je indukovana slouceninami pochazejicimi z rostlin véetné
celobidzy, ktera je tvorena castecnou hydrolyzou celuldzy a suberinu pfitomného na
povrchu hliz brambor (LERAT et al., 2009). Geny syntetizujici thaxtomin se nachazeji
na ostrové patogenity (PAI), jenz je mobilni a konzervovany (Loria et al., 2006).
U Streptomyces scabies je ostrov patogenity rozdélen na 2 odlisné oblasti. Prvni tato
oblast obsahuje geny pro syntézu thaxtominu a nazyva se toxikogenni oblast. Druhou
oblasti je kolonizacni oblast, ktera obsahuje geny pfispivajici k virulenci, jedna se
o geny necl a tomA (LERAT et al,, 2009). Gen necl kdduje protein, ktery indukuje
nekrézu v rostlinné tkani. Pfispiva tak k virulenci, ale neni nezbytny pro patogen
(Wanner, 2009). Vzhledem k tomu, ze tento protein je produkovan pred syntézou
thaxtominu, tak se pfedpoklada, Ze necl potlacuje obranyschopnost rostlin (Joshi et
al., 2007). Enzym tomatinaza se fadi do rodiny saponinaz a vyskytuje se ve
fytopatogennich houbach. Za produkci tohoto enzymu je zodpovédny gen tomaA,
ktery je moznym stimulantem potlaceni reakce hostitele na infekci (Seipke & Loria,
2008).

3.1.3 Faktory ovliviiujici vznik strupovitosti

Populace patogenu se vyviji zejména pfi vyssich teplotach a snizovanim vlhkosti
pudy. Patogenni kmeny jsou potlacovany antagonistickymi bakteriemi, které jsou
méne narocné na pudni kyslik a vyskytuji se ve vlhéi ptidé. Dle Waterera (2002) 1ze
vcasnou vysadbou potlacit patogen a snizit vyskyt strupovitosti vlivem nizsi teploty.
Nicméne toto opatfeni vedlo k celkové nizsi vynosnosti (Waterer, 2002). Streptomyces
scabies zpluisobuje onemocnéni v pudach s celkovou ptidni vlhkosti pod 70 %. Ke
snizeni vyskytu onemocnéni mohou péstitelé prispet udrzovanim ptdni vlhkosti
v rozmezi 80-85 %, dokud nemaji hlizy v priméru priblizné 30 mm (Braun et al., 2017).
Vyskyt choroby je podminén hodnotou pH, kdy pfi vyssi hodnoté nad 5,5 dochazi
k vyssi strupovitosti. Bylo prokazano, Ze snizovani pH na hodnotu <5,2 dokézalo
snizit vyskyt onemocnéni na mnoha mistech (Hornby, 1998). Avsak Lambert (2005)
poukazuje na fakt, Ze Streptomyces acidiscabies miize zptisobovat onemocnéni v ptidach
s hodnotou pH od 3,8 (Lambert et al., 2005). S. turgidiscabies je dalSim patogennim
druhem, jenz je schopen rust pfi nizsich hodnotach pH, hrani¢ni hodnota je 4,2
(Lindholm et al., 1997). Snizovanim pH Ize eliminovat rozvoj strupovitosti, ale nizsi
hodnoty mohou mit vliv na rozvoj houbovych patogeni a ovlivnit tak sloZeni
bakterialniho spolecenstva (Rousk et al., 2010). Waterer (2002) ve své studii zkoumal
vliv vyssitho pH v rozmezi 7-9 na strupovitost a popisuje, ze tyto hodnoty maiji za
nasledek snizeni vyskytu strupovitosti bez znacného poklesu vytéznosti brambor
(Waterer, 2002).
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Chorobé také napomahaji piscité lehké plidy svySsim obsahem kamene
(Hausvater et al., 2016).

3.2 Aktinobakterie

Mezi aktinobakterie patfi grampozitivni bakterie s vysokym obsahem C+G part.
Tvofi jeden znejvétsich bakteridlnich kment a vyskytuji se ve vodnim i ptidnim
ekosystému. Béhem svého zivota prochazeji slozitou morfologickou diferenciaci. Maji
rozsahly sekundarni metabolismus a produkuji vétSinu pfirozenych antibiotik, ktera
slouzi pro klinické pouziti. Dale produkuji slouceniny, které maji protirakovinné
a antifungalni Géinky. Vzhledem k Sirokému spektru vyuziti maji velky vyznam
v zemédélstvi, biotechnologii a mediciné. Aktinobakterie jsou dtlezité jako patogeny
¢i symbionty v bakterialnich spolecenstvech vyskytujicich se v rostlinach (Barka et al.,
2015).

Aktinobakterie se vyskytuji zejména v ptid€, ale i ve sladké a slané vodé ¢i ve
vzduchu. Nachazeji se nejen na povrchu pudy, ale i v hloubce vice nez dva metry pod
zemi. Soucasti mikrobialni populace jsou v ptidach bohatych na organicke latky
a alkalickych ptidach (Goodfellow & Williams, 1983). V pudé prevlada populace rodu
Streptomyces, ktery predstavuje vice nez 95 % kmenti izolovanych z ptidy. Hustota
populace zavisi na prevladajicich klimatickych podminkach a na stanovisti
aktinobakterii (Goodfellow & Williams, 1983). Dtlezitou roli v riistu populace hraji
dalsi faktory, jako je pH a vlhkost ptidy. Idealni hodnota pH se pohybuje mezi 6-9,
maximalni rtst je okolo neutralni hodnoty. Avsak bylo izolovano nékolik kmenti
Streptomyces z kyselé ptidy, kdy pH mélo hodnotu 3,5. Vétsina aktinobakterii je stejné
jako ostatni plidni mikroorganismy mezofilni a optimalni teplota pro jejich riist je
25-30 °C. Existuji vSak i termofilni kmeny, které vyzaduji pro rist teplotu mezi 50
a 60 °C (Kim, 2003).

Ve vétsiné ekosystémi aktinobakterie slouzi k rozkladu organické hmoty,
biologickému zvétravani a ke zlepSeni rtistu rostlin. Aktinobakterie jsou vyznamnymi
producenty hydrolytickych exoenzymti. Diky témto exoenzymim jsou schopny
rozlozit tézko rozlozitelné slouceniny (Ventura et al., 2007). Organicka hmota
je slozena z jednoduchych nebo slozitych sacharid(i, které jsou v ptidé pritomny jako
stavebni material prokaryotickych a eukaryotickych organismti. Mezi slouceniny,
které jsou snadno pristupné pro aktinobakterie fadime celuldzu, hemiceluldzu, chitin
a lignin (Anderson et al., 2012).
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3.3 Typy pud

Existuji dva typy pldy, které svym sloZenim mohou ovliviiovat vznik
strupovitosti brambor. Déli se na superesivni a konduktivni ptidu.

Supresivita je definovana jako prirozena schopnost ptidy potlacit nebo snizit
aktivitu rostlinnych patogeni (Duran et al., 2018). Pfitomnost mikroorganismt
zvysuje odolnost ekosystému, diky ¢emuz je ptida méné zranitelna vici kratkodobym
zménam v zivotnim prostfedi. V supresivnich ptidach je vyvoj onemocnéni minimalni
i pfes pritomnost patogenu, vnimavého hostitele rostlin a klimatické podminky
pfiznivé pro rozvoj onemocnéni (Mazzola, 2002). Na mnoha mistech jiz byla
definovana pole se supresivnim charakterem. Na vSech téchto mistech byla pfirozena
schopnost potlacovat strupovitost pficitana interakcim mezi antagonistickou
mikroflorou a patogeny zprostfedkovanymi produkci antibiotik nebo enzymatickou
aktivitou. Supresivita se mlize vytvofit na poli po nekolika letech, kdy zde byly
péstovany monokultury plodin (Sagova-Mareckova et al., 2015).

Konduktivni typ pudy je charakterizovany vysokym obsahem dusiku, uhliku
a nizkym obsahem Zeleza. Hodnota pH je také vyssi nez v pudé potlacujici

onemocnéni (Sarikhani et al., 2016).

3.4 Kultivary brambor a jejich rezistence vici strupovitosti

Vzhledem ktomu, Ze doposud nebyl objasnén princip rezistence, nebyla
vyslechténa odriida, ktera by byla zcela rezistentni vici vzniku onemocnéni (Wilson
et al., 2009). Byly vsak objeveny odrtidy, které jsou tolerantnéjsi a diky nim ztistava
zavaznost onemocnéni nizsi i za pfiznivych podminek a vysoké prevalence
onemocnéni (Nahar et al., 2018).

Vétsina komercné vyznamnych odrtid brambor nema vysokou troven odolnosti
proti strupovitosti. Kultivary maji rozdilné pozadavky na obsah Zivin a jejich
dodavanim v dostatecném mnozstvi do pudy muize vést k prevenci onemocnéni
(Nahar et al., 2018). Napriklad kultivar Agria ma vyssi pozadavky na zelezo.
Nedostatek Zeleza v tomto pfipadé by mohl vést k vyssi nachylnosti k chorobam
(Kopecky et al., 2019). Ve studii z roku 2016 byly porovnavany tfi kultivary brambor.
Bylo dokazano, Ze kultivar Agria oproti dal§im kultivarim méla vys$si obsah P, Ca,
Mg a Fe v peridermu. V peridermu tohoto kultivaru byl také zvySeny podil
aktinobakterii a pocet kopii genu txtB (Sagova-Mareckova et al., 2016a).

Vyzkumny dtustav bramborafsky v Havlickové Brodé wudava prameérné

procentualni napadeni aktinobakterialni obecnou strupovitosti u rtiznych kultivarti
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brambor péstovanych v Ceské republice. Hodnoty pro kultivary pouZité v praktické

casti jsou uvedeny v tabulce 1 (Hausvater et al., 2016).

Tabulka 1. Procentualni napadeni kultivari brambor (Hausvater et al., 2016)

Kultivar Priimérné napadeni [%] Pocet let hodnoceni
Agria 28 8

Adéla 81 5

David 57 10

3.5 Ziviny ovliviiujici vznik strupovitosti

Jednim moznym zptisobem ochrany rostlin je dodani dostatecného mnozstvi
zivin do ptidy. Mezi dodavané ziviny patii zejména dusik, fosfor, draslik, ale i stopové
prvky (Dordas, 2008). Zemédélské ptidy jsou chudé na ziviny, jelikoz produkce plodin
vycerpava zejména mikroziviny, zatimco makroziviny jsou hojné do ptidy dodavany
(Kopecky et al., 2021). Nedostatecna zasoba zivin vede k neoptimalnimu riistu rostlin
a ke snizeni jejich imunitniho stavu (Aznar et al., 2015).

V dobé vegetacniho riistu vyzaduji brambory optimalni hladinu zakladnich
zivin. Zejména v obdobi rychlého ristu mtize byt zavaznost onemocnéni ovlivnéna
nedostatecnym pfijmem zivin (Hopkins et al.,, 2014). Rostliny brambor reaguji na
pfitomnost  patogenu  zplsobujiccho  strupovitost — hromadénim  mikro
a makroelementt. Byla prokazana vyznamna interakce mezi stupném napadeni
a obsahem Fe, P, Ca, K a dalsich prvkii v bramborovém peridermu nebo jinych castech
rostliny (Sagova-Mareckova et al., 2016a). Akumulace rtiznych zivin v bramborovém
peridermu je vysledkem riznych procesii. Z tohoto diivodu lze jen nékteré pouzit

k potlaceni strupovitosti (Kopecky et al., 2021).

3.5.1 Zelezo

Zelezo je &tvrtym nejrozsifenéjsim prvkem na Zemi, a piesto je jeho obsah v ptidé
nedostatecny. Vyskytuje se zejména jako Zelezity iont, ktery je téméf nerozpustny.
Nedostatek Zeleza je ve vSech alkalickych ptidach, ale i v ptidach s nizkou mikrobidlni
aktivitou (Aznar et al., 2015). Mnozstvi zeleza pro asimilaci zivymi organismy je velmi
nizké. Rostliny i mikroorganismy vyzaduji vysoky pfijem Zeleza, nedostatek ho je
zejména v rizosféfe, kde maji velké naroky na Zelezo rostliny, bakterie i houby
(Colombo et al, 2014). Bakterie jsou schopny produkovat organické kyseliny
a syntetizovat siderofory s nizkou molekulovou hmotnosti. Siderofory jsou molekuly

s vysokou afinitou k Zelezitym iontim. Bakterie jsou schopny tvofit membranové
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receptory, vazajici komplexy Fe-siderofory. Zelezo dodané rostlinnymi ptdnimi
bakteriemi je dtlezité, pokud jsou rostliny vystaveny enviromentalnimu stresu.
Siderofory jsou schopny zmirfiovat napéti, kterym na rostliny ptsobi tézké kovy
(Glick, 2012).

Dostupnost Zzeleza lze zlepsit pfidavkem organickych latek, které zvysuji
mikrobialni aktivitu, ale také hnojenim organickymi latkami s vazanym zelezem. Po
obohaceni pudy Zzelezem je pozorovano potlaceni strupovitosti brambor, i kdyz
mnozstvi kopii genti thaxtominu ztistava stejné. Je tedy zfejmé, Ze zelezo podporuje

zvyseni imunity rostlin a sniZzuje virulenci patogenti (Sarikhani et al., 2016).

3.5.2 Fosfor

Fosfor je nezbytny pro riist rostlin a jako jeden z mala makroelementti je zapojen
do vsSech procest v rostliné (Hopkins et al.,, 2014). Nachazi se v ptidé v pomérné
vysokém mnozstvi, ale neni dostatecny pro podporu rlstu rostlin. Vétsina tohoto
fosforu je v nerozpustné forme. Anorganicka nerozpustna forma fosforu je apatit
a jeho organické formy jsou fosfomonoestery ¢i fosfotriestery (Glick, 2012).

Omezeny obsah fosforu je ve starych pudach. V ptidé dochazi k mnoha
fyzikalné-chemickym a biologickym reakcim, pfi kterych se spotfebovava fosfor, ac je
pouze mala cast fosforu v biologicky dostupné formeé (Richardson & Simpson, 2011).
Do piuidy se dodava v organické podobé za predpokladu, Ze je ptida mirné kysela.
Nedostatek fosforu ma v rostliné za nasledek spoustu stresovych a adaptacnich zmén
(HAMMOND, 2004). Zmény mohou vést k vylucovani organickych kyselin kofenem,
coz zplsobi zménu rovnovahy fosforu v rizosféfe. Toto miize ovlivnit vyvoj
specifickych mikrobialnich skupin véetné patogenti (Kopecky et al., 2021).

Vysoky obsah fosforu byl pozorovan na polich potlacujici strupovitost (Sagova-
Mareckova et al., 2015). Zavaznost onemocnéni méla nepfiznivy vztah k celkovému
obsahu fosforu v peridermu i v padé (Kristtifek et al., 2015). Brambory maji relativné
velké naroky na fosfor, ale nedokazou ho ucinné absorbovat z ptidy (Hopkins et al.,
2014). Vhodné je vybirat kultivary brambor se schopnosti absorbovat fosfor, jelikoz se

jednotlivé kultivary lisi v t€innosti vyuziti fosforu (Kristafek et al., 2015).

3.5.3 Dusik

vvvvvv

mohou dusik vyuzivat v riznych formach, nejcastéji jako amonium nebo dusi¢nan
(Silva et al., 2013). Je soucasti mnoha sloucenin jako je chlorofyl, aminokyseliny,
proteiny, nukleové kyseliny a koenzymy, tim je nezbytny k rtistu rostlin (Andrews et
al., 2013).

19



Dusik je v ptidach pfirozen€ v malém mnozstvi, proto musi byt do ptid pfidavan.
Jeho zasoba je dopliiovana amoniakem uvolfiovanym z mrtvé biomasy mikrobialnimi
rozkladaci a z atmosféry fixaci symbiotickymi bakteriemi (Kopecky et al.,, 2021).
Zvysena dodavka dusiku do pudy mize zvysit podil velkych hliz (Zebarth & Rosen,
2007). V nékterych ptidach jsou pritomny horniny, majici velky podil dusiku a neni
pak nutné dodavat dusik do ptidy hnojenim (Kopecky et al., 2021).

Nizky obsah dusiku v ptidé omezuje patogeny a bylo tedy prokazano, ze nizky
obsah dusiku a uhliku v ptidé souvisi s kontrolou strupovitosti brambor (Sagova-
Mareckova et al, 2015). Vysoky podil dusiku v pidé ma za nasledek zvySeni
nachylnosti rostlin k chorobam. Nepfiznivy ucinek lze regulovat vyvazenym
pomeérem N:K hnojiv. Obsah dusiku by mél byt kontrolovan z hlediska rovnovahy
s jinymi zivinami a jeho hnojeni by mélo byt vyhodnoceno pro kontrolu strupovitosti
(Kopecky et al., 2021).

3.5.4 Vapnik

Celkovy obsah vapniku v ptid€ se pohybuje kolem 0,15 %—6 %. Nejméneé vapniku
se nachazi v pisCitych ptdach. Naopak nejvice vapniku je obsazeno v pudach
karbonatovych.

Vapnik je nezbytnym mikronutrientem pro péstovani brambor. Ovliviiuje
stabilitu a funkci membran a ma vliv na strukturu bunécné stény. Vapnik reguluje
signalizaci rostlinnych bun€k, deéleni bunek a metabolismus sacharidi (Koch et al.,
2020). Umoznuje rostliné komunikovat s vnéjsim prostfedim na drovni rostlinné
plsobeni patogent (Whalley & Knight, 2013).

Pfijem vapniku z pady je dostatetny a nema vliv na omezeni riistu rostlin,
jelikoz je slozkou primarnich i sekundarnich mineralti a je bézné pfitomen v iontoveé
form& Ca?*, ktera je biologicky dostupna. Avsak miiZe byt adsorbovan na ptidni
koloidni komplexy nebo v diisledku okyselovani ptid zptisobené clovékem (Koch et
al., 2020).

Hladina vapniku v 1ézich postizenych brambor je zvySena a je jesté vyssi
v suchych ptidach. Vyssi mnozstvi vapniku je také nachazeno u nachylnych kultivart
(Kristafek et al., 2015). Obsah vapniku interaguje s mnoha dalsimi ptidnimi Zivinami,
pH, vlhkosti plidy a s genetikou rostlin. Na zakladé téchto zjisténi se celkovy obsah
vapniku v ptdé nejevi jako dobry ukazatel strupovitosti na bramborach (Lambert et
al., 2005). OvSem s ovliviiovanim vapniku v ptidé se mulze pfispét k prevenci
onemocnéni, jelikoz rtizné druhy patogennich streptomycet rostou pii rtiznych
hodnotach pH (Loria et al., 1997b).
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3.5.5 Draslik

Draslik se ze vSech makronutrientti v hlizach brambor vyskytuje v nejvyssi
koncentraci. Celkem je to pfiblizné 400 mg na 100 g Cerstvé brambory (White &
Broadley, 2009). Hlavni funkci drasliku v rostlinach je kontrola aktivity enzymi,
kationto-aniontova homeostaza a membranova polarizace. Je nezbytny pro regulaci
turgoru ¢i bunécnou extenzi (Adams & Shin, 2014). DaleZitou roli v enzymové aktivité
je stimulace syntazy skrobu pro jeho syntézu. Nedostatek drasliku by mohl mit za
nasledek snizeni poctu listli a jejich nedostatecny rist (Jakli et al., 2016). Zdrojem
drasliku jsou slidy a zivce, jez ho uvolnuji do pltidy v pribéhu zvétravani. Pred jeho
suplementaci do pudy je tedy nutné brat v ivahu pfitomnost téchto mineral a obsah
jilové ptidy (Xiao et al., 2017).

AC¢ je draslik nejvice zastoupenou zivinou, jeho dopad na dané onemocnénti je
rizny. Koncentrace drasliku méfena v peridermu hliz nesouvisela s vyskytem nebo
zavaznosti onemocnéni u rtiznych kultivartt brambor (Kristifek et al.,, 2000). Dalsi
studie udava, ze draslik obsazeny v ptidé souvisel se zavaznosti obecné strupovitosti
(Lazarovits et al,, 2007). Pro prevenci onemocnéni je dilezité udrzovat draslik
v rovnovaze s dalsimi zZivinami. Je také mozné vybirat kultivary brambor, které jsou

schopny absorbovat vétsi mnozstvi drasliku (Kristtifek et al., 2015).

3.5.6 Hoicik

Nedostatek hofciku mtize vést ke zhorSeni rastu rostlin a celkové vynosnosti.
Ma totiz mnoho klicovych roli, jako je syntéza proteinti a regulace enzymt (Senbayram
et al.,, 2015). Spolecné s draslikem se ti€astni stejnych fyziologickych pochodli. Mezi né
patfi regulace kation-anionové rovnovahy a regulace tugoru v bunkach (Koch et al.,
2020).

Pidu chudou na hotc¢ik lze v pfipadé potreby obohatit dolomitem, coz
je v pfipadé horciku nejpouzivanéjsi hnojivo (Kopecky et al.,, 2021). Suplementace
hofc¢ikem zavisi na celkovém poméru spolecné s draslikem. Doporuceny pomér je 3:1
ve prospech drasliku (Koch et al., 2019).

Zavaznost onemocnéni klesa v ptidach bohatych na vymeénitelné ionty vcetné
hofciku. V téchto ptidach nebyla na bramborovych hlizach pfitomna patogenni
bakterie Streptomyces scabies. Supresivni plidy jsou v porovnani s ptidami
konduktivnimi bohaté na hot¢ik (Sagova-Mareckova et al., 2015). Vyssi obsah hoiciku
se také vyskytuje v rezistentnich bramborach oproti nachylnéj§im kultivarim

(Kopecky et al., 2019).
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3.5.7 Sira

Nedostatek siry v ptidnim prostfedi mize mit za nasledek negativni prospivani
rostlin a mtze snizit celkovy vytézek, jelikoz je nezbytna pro mnoho metaboliti
(Koprivova & Kopriva, 2016). Jiz vroce 1994 bylo zjisténo, ze rostliny snizsim
obsahem siry byly chudé na aminokyseliny obsahujici siru (Eppendorfer & Eggum,
1994).

Pritomnost siry v pudé nema zadnou souvislost se strupovitosti brambor

(Sagova-Mareckova et al., 2016a).

3.5.8 Raselina

RasSelina je pfirodni produkt ziskany postupnou akumulaci rostlinnych
a mechovych zbytkd, které se rozkladaji v podmaceném prostfedi. Béhem tohoto
rozkladu ztraci raselina schopnost potlacovat onemocnéni, coz je disledkem postupné
redukce celulozy, sacharidii a snadno rozlozitelnych organickych zbytkti (Sarikhani et
al., 2016).

Vnedavné studii byla raselina pfidavana do pldy spolecné se Zzelezem
(Sarikhani et al., 2016). Samotné Zelezo nebylo schopné snizovat zavaznost
onemocnéni tak ucinné jako pridavek raseliny ¢i kombinace raseliny a zeleza. Pfidavek
raseliny do konduktivni ptidy zptisobil snizeni patogennich bakterii a aktinobakterii.
Je tedy zfejmé, Ze raselina ma pfimy ucinek na producenty thaxtominu. V této studii
byla ptida pufrovana, tak nedoslo po pfidavku raseliny ke snizeni pH. SniZeni
zavaznosti onemocnéni bylo tedy pfisuzovano zméné kvality organické hmoty, ktera
podporovala antagonistické mikroorganismy. Patogenni Streptomyces ma v ptdeé
saprofytickou povahu. Pridavek raseliny s kombinaci Zeleza mlize udrzet patogen
v této saprofytické povaze, aniz by doslo k virulenci (Sarikhani et al., 2016). Vlivem
raseliny na snizeni pH se zabyvala jiz dfivéjsi studie (Carlgren & Mattsson, 2001).
Snizenim pH se docili zamezeni vyskytu nékterych patogennich druhti Streptomyces,

o ¢emz jiz bylo pojednavano v podkapitole 3.1.3.
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4 Metodika

4,1 Material

411 Chemikalie

Tabulka 2. Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Vyrobce/dodavatel
Agarodza Sigma-Aldrich, USA
CTAB Sigma-Aldrich, USA
dNTP Thermo Scientific, USA
Etanol Penta, Ceské republika
Fenol MP Biomedicals, USA
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder Thermo Scientific, USA
GoTaq® DNA polymeraza Promega, USA

Chlorid sodny Sigma-Aldrich, USA
Chloroform Lach-Ner, Ceska republika
Isoamylakohol Penta, Ceské republika
Isopropylalkohol Penta, Ceska republika

Octan sodny

Sigma-Aldrich, USA

PCR vkladaci pufr Yellow load

Top-Bio, Ceska republika

QX200™ ddPCR™ EvaGreen® supermix

Bio-Rad, USA

SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen, USA
4.1.2 Pufry
Tabulka 3. Seznam a slozeni pufrii

Pufr Slozeni Koncentrace

Miillerav pufr NaH,PO, (pHS) 50 mM
NaCl 50 mM
Tris-HCI (pH 8) 500 mM

TAE Tris-acetat 40 mM
EDTA (pH 8) 1 mM

TE™? Tris (pH 8) 10 mM
EDTA (pH 8) 0,1 mM
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4.1.3 Design experimentu

Byl proveden nadobovy experiment, ve kterém se pracovalo se tfemi odriidami
brambor. Jednalo se o odridy Agria, Adéla a David. Do kazdé nadoby o objemu 10 1
byla pfidana konduktivni ptida a dale také vybrané ziviny, u kterych se pfedpoklada,
ze zamezuji rozvoji obecné strupovitosti brambor. Kontrolni sada nadob obsahovala
supresivni ptdu, ktera slouzila jako kontrolni pro supresivni efekt oSetfeni.
Od kazdého osetfeni bylo 5 nadob. V prvnim osSetfeni byla konduktivni ptda
obohacena o raselinu (2,5 I/nadoba). Raselina snizovala pH plidy, zvySovala obsah
zeleza a mineralnich latek. V druhém oSetfeni bylo pfidano Zzelezo v chelatované
formé (Fe-DTPA, 10,72 ml/nadoba) a do ctvrté fosfor (KH2POs 30,76 g/nadoba).
Posledni nadoba obsahovala samotnou konduktivni ptidu, ktera slouzila ke kontrole
bez osetfeni. Z kazdé nadoby byly odebrany vzorky ptidy, peridermu z hliz brambor
a listli z bramborovych rostlin. Na kazdé hlize se hodnotila zavaznost strupovitosti
pomoci stupnice s deviti stupni zaloZzenych na procentu povrchu pokrytého lézemi
(Wenzl & Demel, 1967). Kazdému vzorku byl pfifazen kod podle typu oSetfeni (Obr.
4). Pada byla skladovana pfi -80 °C v 2 ml eppendorfkach, periderm se skladoval
v centrifugacnich zkumavkach o velikosti 50 ml, které byly uchovavany pfi teploté
-20 °C. Analyza se provadéla ze 75 vzorkil, kde z kazdého vzorku peridermu a listu
byl stanoven obsah dusiku, Zeleza a fosforu. Chemickou analyzu provedla firma
Aquatest, a.s. standardnimi metodami. Nasledné se ze vzorki peridermu extrahovala
DNA.

Pro kazdou odrtidu 5 riznych
experimenti v 5 opakovanich

Konduktivni Konduktivni Konduktivni
Supresivni pada pada pada Konduktivni
puda + + + ptda

Raselina Zelezo Fosfor

Z kazdé nadoby 5 vzork(
slupek, listt a pady

Extrakce DNA S Uréeni % strupovitosti
N, Fe, P

Sekvenovani

Obr. 3 Design experimentu
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Pridavek

F—Zelezo

P —fosfor
R —raselina

Typ pldy
U — konduktivni ptda
C — supresivni ptida

¢ opakovani Odrida
(1-5) A —Agria

D - David
E— Adéla

Obr. 4 Kod vzorku

4.2 Metody

4.2.1 Extrakce DNA z bramborovych slupek

Extrakce DNA byla provedena podle protokolu Sagova-Mareckova et al. (2008).
Do Sroubovacich zkumavek o objemu 2 ml bylo navazeno 250 mg sklenénych kulicek
o prumeéru 0,1 mm a 250 mg sklenénych kulicek o priméru 0,5 mm. Po sterilizaci
zkumavek do nich bylo navazeno 3 g bramborového peridermu. Pied pfidanim do
zkumavek byl periderm nakrajen skalpelem sterilovanym etanolem na malé kousky
o velikosti priblizné 2x2 mm.

Nasledné bylo ke vzorkiim pridano 600 ul Miillerova extrakcéniho pufru a 300 ul
smési fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 25:24:1. Zkumavky byly
vloZeny do mlynku 3110 BX Mini-BeadBeater-1 (BioSpec Products, USA), v némz byly
bunikky homogenizovany pfi 2400 kmitech po dobu 1 minuty a 30 sekund. Poté byly
zkumavky vlozeny do centrifugy Eppendorf Centrifuge 5418 (Eppendorf, Némecko),
kde doslo k odstfedéni po dobu 2 minut p#i 12000 rpm. Vznikly supernatant byl
odebran do ¢istych zkumavek o objemu 2 ml. Do pivodnich sroubovacich zkumavek
bylo pfidano 300 ul Miillerova extrakéniho pufru a tyto zkumavky byly opét vlozeny
do mlynku na dobu 30 sekund. Poté byly vzorky odstfedény v centrifuze pti 12 000
rpm po dobu 2 minut. Vznikly supernatant byl pfidan do zkumavek se supernatantem

z predeslého kroku. Tento mix supernatantli byl vlozen do centrifugy a doslo
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k odstfedéni po dobu 2 minut pti 12 000 rpm. Poté byl supernatant odebran do cisté
2 ml zkumavky.

K supernatantu byl pfidan fenol a chloroform v objemu stejném, jako byl
supernatant v poméru 1:1. Vzorky byly dikladné promichany a centrifugovany
5 minut pfi 6000 rpm, poté byl odebran supernatant do cistych 2 ml zkumavek.
K supernatantu byl pfidan chloroform ve stejném mnozstvi jako byl objem
supernatantu. Vzorky byly diikladné promichany a centrifugovany 5 minut pti 6000
rpm. Vznikly supernatant byl odebran do ¢istych 2 ml zkumavek a zahfivan na 65 °C
v termobloku Bio TDB-100 (Biosan, Lotyssko) po dobu 5 minut.

K ohfatému supernatantu byl pfidan 5M roztok chloridu sodného na vyslednou
koncentraci 1,5 M a 10% CTAB (pfedehfaté ve vodni lazni) na vyslednou koncentraci
1 %. Roztoky ve zkumavkach byly promichany a inkubovany po dobu 30 minut
v termobloku pfi 65° C. Po této dobé doslo k ochlazeni vzork®i pod tekouci vodou
o teplote 20 °C.

Do zkumavek byl pfidan chloroform o stejném objemu jako byl objem mixu ve
zkumavce. Zkumavky se centrifugovaly pti 4500 rpm po dobu 15 minut, poté byl
odebran supernatant. Pro vysrazeni DNA v roztoku byl do supernatantu pfidan 3M
octan sodny (pH 5) v objemu 10 % a isopropanol v 60 % objemu. Obsah zkumavek byl
promichan a inkubovan pfi laboratorni teploté 20-30 minut. Poté byly centrifugovany
v pfedchlazené centrifuze na 4 °C Eppendorf Centrifuge 5415 R (Effendorf, Némecko)
20 minut pfi 10 000 rpm. Po centrifugaci byl vznikly supernatant vylity, DNA peleta
tedy byla odstfedéna na dné eppendorfky a do zkumavky bylo pfidano 50 ul
mrazeného etanolu. Zkumavky byly opét centrifugovany ve vychlazené centrifuze na
4 °C pfi 10 000 rpm po dobu 5 minut. Etanol byl vylity a vznikla DNA peleta se susila
ve vakuovém koncentratu CentriVap (Labconso, USA) pfi teploté 40 °C po dobu 15
minut. Po kompletnim vysuSeni byla DNA peleta promyta 50 pul 10 mM TRIS
a inkubovana v termobloku pfi 65 °C. Nasledovalo precisténi DNA pomoci kitu
GeneRead™ Size Selection Kit (Qiagen, Nizozemi).

Precisténi DNA bylo provedeno podle protokolu vyrobce. K inkubované DNA
bylo pfidano 40 % objemu pufru SB; Buffer a obsah zkumavky byl pfepipetovan do
kolonky MinElute. Kolonky byly centrifugovany 1 minutu pfi 11000 rpm.
Po centrifugaci byl obsah zkumavky pod kolonkou, na které byla pfichycena DNA,
vylit a kolonka se vratila do stejné zkumavky.

Poté bylo pfidano 700 ul 80% etanolu a opét probéhla centrifugace po dobu
1 minuty pfi 11 000 rpm. Obsah zkumavky byl odstranén. Tento krok byl opakovan
1x. Kolonky byly centrifugovany naprazdno, aby doslo k dikladnému odstranéni

etanolu z DNA. Po centrifugaci byly kolonky vlozeny do cistych zkumavek a bylo do
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nich napipetovano 25 ul pufru Buffer EB. Probéhla inkubace pfi laboratorni teploté
1 minutu a nasledovala centrifugace pfi 11 000 rpm po dobu 1 minuty. Opét doslo
k pfidani 25 ul pufru a k inkubaci po dobu 1 minuty a nasledné centrifugaci. Timto

byla DNA uvolnéna do zkumavek a nasledné byla skladovana pfi teplotée -70 °C.

4.2.2 Polymerazova fetézova reakce

PCR (Polymerase Chain Reaction) reakce probihali v termocykléru C1000™
Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). Pro PCR se pouzivala GoTaq® DNA polymeraza,
slozeni smési je uvedeno v tabulce 3. Mnozstvi DNA vstupujici do reakce bylo voleno

na zakladé koncentrace DNA vypoctené z gelu. Celkovy objem smési ¢inil 25 ul.

Tabulka 4. Reakéni smés pro PCR

Slozka Objem pro 1 reakci

Pufr 5ul

DMSO 1,25 ul

GoTag polymeraza 0,125 ul

Forward primer 1ul

Reverse primer 1ul

MgCl, 4 ul

dNTP 0,5 ul

dH,0 11,125 ul (na 1 ul DNA)
DNA 1-5 ul

Podminky amplifikace byly zavislé na pouzitych primerech (Tabulka 4).
Koncentrace primert vstupujicich do reakce byla 10 uM, této koncentrace bylo
dosazeno nafedénim zasobniho roztoku o koncentraci 100 uM TE™! pufrem. Cely
pribéh PCR byl v obou chodech stejny (Tabulka 5), rozdil byl jen v teploté annealingu
a v poctu cykli. V prvnim PCR byla teplota annealingu nastavena na 56 °C a bylo
zatazeno celkové 14 cyklii. Do druhého chodu PCR se pridavaly 2 ul PCR produktu

z predchoziho chodu. Teplota annealingu byla 55 °C a bylo zafazeno 20 opakovani.

Tabulka 5. Primery

Primer Sekvence Zdroj

16Seu27f 5'-AGAGTTTGATCMTGGCKCAG-3’ Cermak et al. (2008)
783r-al 5'-CTACCAGGGTATCTAATCCTG-3’ Sakai et al. (2004)
783r-bL. 5 -CTACCGGGGTATCTAATCCCG-3' Sakai et al. (2004)
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783r-cL, 5" -CTACCCGGGTATCTAATCCGG-3’ Sakai et al. (2004)
CS1515pF | 5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ Caporaso et al. (2010)
CS2806aR | 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ Caporaso et al. (2010)

Tabulka 6. Prubéh PCR

Krok Teplota Cas Opakovani
Denaturace 95 °C 5 min 1x
Denaturace 95 °C 30s 14x/20x
Annealing 56 °C /55 °C 45 s

Elongace 72 °C 45 s

Elongace 72°C 5 min 1x

4.2.3 Flektroforéza

Elektroforéza slouzila k ovéfeni spravnosti extrakce DNA a PCR reakcl
Probihala v agarozovém gelu, kdy k pfipravé 1% gelu bylo pouzito 0,5 g agardzy a 50
ml TAE pufru. Agardza se rozpoustéla v mikrovinné troubé po dobu zhruba 1 minuty.
Poté nasledovalo ochlazeni agarozy na 55 °C pod tekouci vodou. Po ochlazeni se
k agardze piidalo 5 pl barviva SYBR® Safe DNA Gel Stain, jez bylo pred pouzitim
nafedéno v DMSO v poméru 1:9. Poté byla agaroza nalita do formy, ve které byl
umistény elektroforézovy hfebinek. Roztok se po naliti do formy nechal stat pfi
laboratorni teploté po dobu 30 minut. Poté byl ztuhly gel ponofen do TAE pufru v
elektroforézové vanicce. Po odstranéni hfebenu vznikly jamky, do kterych se nanasely
2 ul DNA nebo 2 ul PCR produktu smichané s 2 ul pufru Yellow load. Do prvni jamky
bylo naneseno 5 ul DNA Ladder, slouzici k odhadnuti délky a mnozstvi fragmentti
DNA ve vzorku. Po naneseni vzorkii do gelu byla zapnuta elektroforéza pfi
konstantnim napéti 100 V a proudu 95 mA a probihala pfiblizné 20 minut. Gel byl
detekovan pod UV svétlem a snimek gelu byl pofizen pomoci programu GeneSnap
7.12.

4.2.4 Analyza zivin

Periderm z hliz na analyzu zivin byl odvazen na Petriho misky v pfiblizném
mnozstvi 5 g. Takto pfipravené vzorky se susily v laboratorni susarné UNB 200
(memmert, Némecko) pfi teploté 200 °C pfiblizné 4 hodiny. Po tplném vysusSeni
peridermu a listll nasledovalo vazeni vzniklé susiny a baleni vzorki do papirovych

sackl, které byly nasledn& odeslany k analyze do Botanického ustavu AV CR
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v Tfeboni. Pro stanoveni celkového fosforu bylo 20 mg susenych bramborovych listi
postupné rozlozeno pomoci HNO3z a HCIO,. V mineralizovanych vzorcich byly dusik
a fosfor stanoveny pritokovou injekéni analyzou se spektrofotometrickou detekci
pomoci analyzatoru FIA Lachat QC 8500 (Lachat Instruments, Hach Company,
Loveland). Obsah Zeleza v listech brambor byl stanoven atomovou absorpéni
spektrometrii pomoci AAS spektrometru ContrAA 700 (Analytik Jena, Jena, Némecko)

po mineralizaci kyselinou nitro-chlorovodikovou.

4.2.5 Sekvenace

PCR produkty byly napipetovany do 96 jamkoveé desticky a byly odeslany
k MiSeq sekvenaci (University of Illinois, Chicago). Sekvenace byla provedena na
sekvenatoru MiSeg (Illumina; San Diego, USA), kde na zakladé SBS technologie
probiha masivni sekvenovani miliont fragmentli za pomoci reverzibilniho
terminatoru.

Vysledny par sekvenci byl sloucen, nasledné filtrovan a zarovnan pomoci
referen¢niho zarovnani z databaze Silva55. Sekvence se filtrovaly napfiklad od pfilis
kratkych fragmentt ¢ eukaryot. Knihovna sekvenci se pomoci softwaru Usearch
10.0.24021 nasledné seskupila do tzv. opperational taxonomic units (OTU). Zde se
vytvorily klastry, které jsou si podobné z vice nez 97 %. Tyto klastry byly dale
taxonomicky fazeny, tzn. Ze sekvence byly porovnavany s jiz vytvofenou databazi.
Taxonomické prifazovani knihoven bylo provedeno v Mothuru 1.39.564. Sekvence
plastidii, mitochondrii a dalSich, které nejsou v doméné Bacteria, byly odstranény.
Distancni matice popisujici rozdily ve sloZeni komunity mezi jednotlivymi vzorky
byly vypocteny pomoci Yue-Clayton. Analyza molekularni variace (AMOVA) byla
zaloZena na matici vzdalenosti Yue-Clayton. Pomoci Non-metric multidimensional
scaling (NMDS) bylo znazornéno, jak se celkova bakterialni spolecenstva od sebe lisi

v jednotlivych opatfenich.

4.2.6 LDA Effect Size (LEfSe)

LEfSe je algoritmus pro objeveni a vysvétleni vysokorozmérnych biomarkerti,
kterée identifikuji genomickeé rysy (geny, drahy, taxony), charakterizujici rozdily mezi
dvéma nebo vice biologickymi stavy. Ma statistickou vyznamnost i biologickou
relevanci. Umoznuje identifikovat odlisné hojné rysy, které se mezi biologickymi
tfidami statisticky lisi. Naslednym testovanim se zjisti, zda jsou tyto rozdily v souladu
s otekavanym biologickym chovanim. Nejprve se urcuje neparametricky faktorial

Kruskal-Wallis k detekci prvkii s vyznamnou rozdilnou cetnosti s ohledem na
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zdjmovou tfidu. Biologicka vyznamnost je zkoumana pomoci sady parovych test
pomoci (neparovaného) Wilcoxonova testu. Jako posledni krok pouziva LEfSe linearni
diskriminaéni analyzu k odhadu velikosti ucinku kazdého rozdilné hojneho prvku
(Segata et al., 2011).
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5 Vysledky

V prvni Casti této kapitoly je zhodnocena zavaznost aktinobakterialni obecné
strupovitosti u jednotlivych odriid. Druha cast pojednava o Zivinovém sloZeni
peridermu a listl rostlin. V posledni casti je uvedeno slozeni mikrobialniho

spolecenstva v bramborovych slupkach v zavislosti na podminkach prostfedi.

5.1 Aktinobakteridlni obecna strupovitost u vybranych odriid

Aktinobakterialni obecna strupovitost byla hodnocena u odrid Agria, David
a Adéla. Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi oSetfenimi byly pozorovany
u odridy Agria a David, zatimco odrtida Adéla nevykazovala zadnou rozdilnost

v tomto parametru (Tabulka 7).

Tabulka 7. Srovnani strupovitosti mezi odridami ve vSech oSetfenich, statisticka
vyznamnost (p) podle analyzy Kruskal-Wallis pro vSechny odraidy

Odrtida David Agria Adéla
Strupovitost 0,054 0,011 0,010

5.1.1 Strupovitost u odrady Agria
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Obr. 5 Srovnani strupovitosti u odriidy Agria pro jednotliva oSetfeni

Nejvyssi strupovitost u odridy Agria vykazovala kontrolni konduktivni ptida.

Naopak nejnizsi vyskyt strupovitosti byl u supresivni ptidy.
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U odrtidy Agria byly prokazany signifikantni rozdily v trovni strupovitosti mezi
jednotlivymi osSetfenimi (Tabulka 7). Hlizy ze supresivni ptidy mély signifikantné
nizsi strupovitost nez vsechna dalsi oSetfeni. Signifikantné nizsi strupovitost nez

konduktivni ptida méla také osetfeni zelezem a fosforem (Tabulka 8).

Tabulka 8. Srovnani statistické vyznamnosti (p) analyzy Tukeyliv test pro

odlisna oSetfeni odridy Agria

UA

UAR

UAF

UAP

KA

UA

0,089

0,003

0,029

0,0001

UAR

0,089

0,434

0,979

0,0003

UAF

0,003

0,434

0,744

0,019

UAP

0,029

0,979

0,744

0,0008

KA

0,0001

0,0003

0,019

0,001

5.1.2 Strupovitost u odrady David

Strupovitost
N

ub UDF ubDP

Osetfeni

UDR

Obr. 6 Srovnani strupovitosti u odriidy David pro jednotliva oSetfeni

Nejvétsi strupovitost u odriidy David vykazovala konduktivni ptida. Naopak
nejnizsi vyskyt strupovitosti byl u supresivni ptdy.
Hlizy z konduktivni ptdy meély signifikantné vyssi strupovitost nez hlizy

ze supresivni piidy.

Tabulka 9. Srovnani statistické vyznamnosti (p) analyzy Tukeyliv test pro
odlisna oSetfeni u odriidy David
UD UDR

UDF |UDP KD
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UD 0,652 0,330 0,983 0,049
UDR 0,652 0,978 0,916 0,497
UDF 0,330 0,978 0,632 0,823
uDP 0,983 0,916 0,632 0,138
KD 0,049 0,497 0,823 0,138

5.1.3 Strupovitost u odrady Adéla

UE UEF UEP UER KE

Osetreni

Strupovitost , w
=» N w wn
1 1 1 1 1 J

o
wv
1

o

Obr. 7 Strupovitost u odridy Adéla pro jednotliva oSetfent
Nejvyssi strupovitost u odrady Adéla vykazovala konduktivni ptida. Nejnizsi

vyskyt strupovitosti byl u hliz ze supresivni ptidy.

Nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi jednotlivymi oSetfenimi.
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5.2 Analyza zivin v peridermu brambor

Analyza zivin v peridermu byla provedena u odriid Agria, David a Adéla.

Analyzovany byly tfi prvky — Zelezo, dusik a fosfor.

Signifikatné vyssi obsah fosfru byl zjistén u odrid Agria a David (Tabulka 10).

Tabulka 10. Statisticka vyznamnost (p) analyzy zivin v peridermu Kruskal-

Wallis pro vSechny odriidy

David Agria Adéla
Zelezo 0,261 0,357 0,625
Dusik 0,485 0,143 0,572
Fosfor 0,005 0,023 0,417

5.2.1 Obsah Zeleza

UA UAR UAF UAP KA UD UDR UDF UDP KD UER UEF UEP
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Obr. 8 Celkovy obsah Zeleza [mg/kg] u jednotlivych odriid a osetfeni

Kruskal-Wallis ANOVA neprokazala zadné signifikantni rozdily mezi
testovanymi oSetfenimi u jednotlivych odriid (Tabulka 10).

Celkové nejvyssi obsah dostupného Zeleza v peridermu byl zaznamenan
u odridy Agria. Nejvyssi obsah Zeleza byl zjistén v konduktivni ptidé oSetfené
zelezem. Nejméné Zeleza obsahoval periderm v konduktivni ptid€ osetfené fosforem.

Obsah Zeleza v peridermu u odridy David byl nejvyssi v konduktivni ptidé
osetfené fosforem. Nejméné Zeleza bylo v hlizach z konduktivni ptdy.

Odrtida Adéla méla nejvyssi obsah zeleza v konduktivni ptidé osetfené fosforem.

Nejméneé Zeleza bylo obsazeno v peridermu z konduktivni pady.

34



5.2.2 Obsah dusiku
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Obr. 9 Celkovy obsah dusiku [%] u jednotlivych odriid a oSetfeni

Kruskal-Wallis ANOVA neprokazala Zzadné signifikantni rozdily mezi
testovanymi oSetfenimi u jednotlivych odriid (Tabulka 10).

Analyzou zivin byl naméfen ve vSech odriidach priblizné stejny procentualni
obsah dusiku. Avsak nejvyssi obsah dusiku byl zaznamenan u odriidy Agria. U této
odrtdy bylo nejvice dusiku v peridermu z konduktivni ptidy oSetfené zelezem. Hlizy
z konduktivni pady, konduktivni plidy oSetfené raSelinou a konduktivni ptdy
osetfené fosforem mely podobny obsah dusiku.

U odriidy David byl nejvyssi obsah dusiku v konduktivni ptdé oSetfené
raselinou. Nejméné dusiku bylo obsaZeno v hlizach ze supresivni ptidy.

Procentualni zastoupeni dusiku u odriidy Adéla bylo nejvyssi v peridermu
z konduktivni pidy oSetfené fosforem. Naopak nejméné dusiku obsahovaly hlizy ze

supresivni pady.
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5.2.3 Obsah fosforu
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Obr. 10 Celkovy obsah fosforu [%] u jednotlivych odriid a osetfeni

Kruskal-Wallis ANOVA prokazala signifikantné nizsi rozdily u odrid Agria
a David (Tabulka 10). U obou odrd byl v hlizach z konduktivni ptidy osetfené
raselinou signifikantné nizsi obsah fosforu nez v hlizach z konduktivni ptidy oSetfené
fosforem (Tabulka 11, 12).

Odrtida Agria méla nejvyssi procentualni zastoupeni fosforu v peridermu
u konduktivni ptidy oSetfené fosforem. Nejméne fosforu bylo zastoupeno v hlizach ze
supresivni pady.

U odrtdy David byl nejvyssi obsah fosforu v peridermu z konduktivni pady
osetfené fosforem. Naopak nejméné fosforu bylo obsazeno v hlizach z konduktivni
pudy osetfené raselinou a konduktivni ptdy osetfené Zelezem.

U odridy Adéla byl nejvyssi obsah fosforu v peridermu z konduktivni pady
osetfené zelezem. Nejméné fosforu bylo obsazeno v hlizach z konduktivni ptdy

oSetfené raselinou.

Tabulka 11. Statisticka vyznamnost (p) analyzy Tukeytiv test pro odlisSna oSetfent
u odrady David

UD UDR UDF ubDbP KD
UD 0,052 0,052 0,384 0,275
UDR 0,052 1 0,001 0,887
UDF 0,052 1 0,001 0,887
ubDP 0,384 0,001 0,001 0,007
KD 0,275 0,887 0,887 0,007
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Tabulka 12. Statisticka vyznamnost (p) analyzy Tukeytv test pro odlisSna osetfent

u odriidy Agria
UA UAR UAF UAP KA
UA 0,959 0,998 0,063 0,625
UAR 0,959 0,870 0,015 0,944
UAF 0,998 0,870 0,155 0,483
UAP 0,063 0,015 0,155 0,003
KA 0,625 0,944 0,483 0,003
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5.3 Analyza zivin v listech brambor

Analyza zivin v listech byla provedena u odriid Agria, David a Adéla.
Analyzovény byly tfi prvky — Zelezo, dusik a fosfor.

cvwv/

Odrtida Adéla méla signifikantné nizsi obsah Zeleza v listech z konduktivni pdy.

Tabulka 13. Statisticka vyznamnost (p) analyzy zivin v listech Kruskal-Wallis pro

vSechny odridy
David Agria Adéla
Zelezo 0,122 0,790 0,017
Dusik 0,068 0,041 0,666
Fosfor 0,070 0,231 0,363

5.3.1 Obsah Zeleza
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Obr. 11 Celkovy obsah Zeleza [mg/kg] v listech u jednotlivych odrid a oSetfent

Kruskal-Wallis ANOVA prokazala signifikantné nizsi obsah Zeleza u odrtidy
Adélav listech konduktivni ptidy oproti listim z konduktivni ptidy oSetfené fosforem
(Tabulka 14). Odriada Adéla méla v listech nejmensi obsah Zeleza v konduktivni ptidé.
Nejvyssi obsah Zeleza v listech byl v konduktivni ptidé s pfidavkem fosforu.

Obsah Zzeleza v listech u odriidy Agria byl nejvyssi v konduktivni ptdé
s pifidavkem raSeliny. Pfidavek Zeleza do konduktivni plidy nemél vliv na zvyseni
obsahu zeleza v listech, jelikoz listy z kontrolni konduktivni ptidy obsahovaly vice

Zeleza.
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U odridy David byl nejvyssi obsah Zzeleza v listech z konduktivni plady
obohacené o fosfor. Celkovy obsah Zeleza v listech byl ovlivnén pfidavkem Zeleza do
konduktivni ptidy, jelikoz obsah Zeleza u tohoto opatfeni byl vyssi nez v samotné

konduktivni ptidé.

Tabulka 14. Statisticka vyznamnost (p) analyzy Zeleza Tukeytv test v listech pro

odlisna oSetfeni u odriidy Adéla

UE UER UEF UEP KE
UE 0,099 0,205 0,008 0,808
UER 0,099 0,982 0,841 0,499
UEF 0,205 0,982 0,480 0,776
UEP 0,008 0,841 0,480 0,073
KE 0,808 0,499 0,776 0,073

5.3.2 Obsah dusiku
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Obr. 12 Celkovy obsah dusiku [%] v listech u jednotlivych odrtid a oSetfent

Kruskal-Wallis ANOVA prokazala signifikantné nizsi obsah dusiku v listech
z konduktivni pidy oproti ostatnim osSetfenim vcetné supresivni ptidy u odrady
Agria (Tabulka 15).

Procentualni zastoupeni dusiku bylo velmi podobné u vsech tfi testovanych
odrtid. U odriidy Adéla bylo nejvice dusiku zjisténo v listech ze supresivni ptdy.
Avsak velmi podobnych hodnot dosahoval dusik v listech u vSech oSetfeni

konduktivni ptidy. Nejméné zastoupeny dusik v listech byl v konduktivni ptidé.
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Odrtida David méla v listech podobné zastoupeni dusiku jako odriida Adéla.
Nejvyssi mnozstvi dusiku bylo v listech ze supresivni pady. Naopak nejméné dusiku
obsahovaly listy z konduktivni ptidy s pfidavkem Zeleza.

Odrtida Agria méla stejné€ jako pfedchozi odridy nejvice dusiku obsazeného
v listech ze supresivni pudy. Naopak nejméné dusiku bylo obsazeno v listech

z konduktivni pady.

Tabulka 15. Statisticka vyznamnost (p) analyzy dusiku Tukeytv test v listech pro

odlisna oSetfeni u odriidy Agria

UA UAR UAF UAP KA
UA 0,082 0,001 0,004 0,0004
UAR 0,082 0,331 0,632 0,103
UAF 0,001 0,331 0,983 0,957
UAP 0,004 0,632 0,983 0,740
KA 0,0004 0,103 0,957 0,740

5.3.3 Obsah fosforu
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Obr. 13 Celkovy obsah fosforu [%] v listech u jednotlivych odrid a oSetfent

Kruskal-Wallis ANOVA neprokédzala zadné signifikantni rozdily mezi
testovanymi oSetfenimi u jednotlivych odrtd (abulka 13).

Procentualni zastoupenti fosforu v listech bylo u v§ech odrtid velmi podobné pro
vSechna testovana opatfeni. Odriida Agria méla nejvyssi obsah fosforu v listech

z konduktivni plidy. Vysoky obsah byl i v listech z konduktivni piidy oSetfené
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fosforem ¢i zelezem. Nejméné fosforu v listech bylo zjisténo u osetfeni konduktivni
pudy raselinou a u list(i ze supresivni pdy.

Odrtida David obsahovala nejvice fosforu obsazeno v listech ze supresivni pudy
a konduktivni ptdy osetfené fosforem. Naopak nejméné fosforu bylo obsaZeno
v listech z konduktivni plidy oSetfené zelezem.

U odrtidy Adéla byl nejvyssi obsah fosforu v listech z konduktivni ptidy oSetfené

fosforem. Nejméné fosforu bylo obsazeno v listech v kontrolni konduktivni ptidé.
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5.4 Bakteridlni spolecenstva
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Obr. 14 Non-metric multidimensional scaling (NMDS) — srovnani bakterialnich
spoleCenstev mezi odriidami, Agria (trojuhelnik), Adéla (¢tverec), David (kruh)
a osetfenimi supresivni ptida (zelena), konduktivni ptida (Seda), konduktivni ptada +
zelezo (oranzova), konduktivni ptida + fosfor (Cervena), konduktivni ptida + raselina

(Cernad)

Analyzou AMOVA byly zjistény signifikantni rozdily ve slozeni bakterialnich
spolecenstev mezi jednotlivym odridami v konduktivni ptidé mezi odridou Agria a
Adéla. Dalsi statisticky vyznamné odlisnosti byli mezi odriidou David a Adéla
(Tabulka 16).

Tabulka 16. Statisticka vyznamnost (Fs, p) analyzy AMOVA bakterialniho

spolecenstva pro vSechny odrtdy v konduktivni ptidé

UA UD UE
UA 2,49 3,47*
UD 2,49 2,71%*
UE 347* 2,71**
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Statisticka analyza AMOVA potvrdila statisticky vyznamné rozdily ve slozeni
bakterialniho spoleCenstva v konduktivni ptidé oSetfené raselinou. Konkrétné byla

signifikantni rozdilnost mezi odriidou Agria a Adéla (Tabulka 17).

Tabulka 17. Statisticka vyznamnost (F,p) analyzy AMOVA slozeni bakteriadlniho

spolecenstva pro vSechny odridy v konduktivni padé s pridavkem raseliny

UAR UDR UER
UAR 1,74 3,93*
UDR 1,74 1,84
UER 3,93* 1,84

Statisticka analyza AMOVA potvrzuje, Ze jsou pfitomny signifikantni
rozdily ve sloZeni bakterialniho spolecenstva u hliz z konduktivni puady
obohacené o zelezo (Tabulka 18). Signifikantni rozdily byly mezi odridou Agria
a Adéla. Statisticky vyznamné vysledky byly také mezi odriidami Adéla a David.
Mezi odriidou Agria a David nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné

rozdilnosti ve slozeni mikrobialniho spolecenstva.

Tabulka 18. Statisticka vyznamnost (Fs,p) analyzy AMOV A slozeni bakterialniho

spolecenstva pro vSechny odriidy v konduktivni ptidé obohacené o zelezo

UAF UDF UEF
UAF 1,00 2,38**
UDF 1,00 2,36**
UEF 2,38** 2,36**

Poslednim osetfenim bylo obohaceni konduktivni ptidy fosforem. Dle tabulky 19
byly u tohoto osetfeni patrné odchylky ve slozeni bakterialnich spolecenstev mezi

vSemi odrudami.

Tabulka 19. Statisticka vyznamnost (Fs,p) analyzy AMOVA pro vSechny odridy

v konduktvni ptid€ osetfené fosforem

UAP ubDP UEP
UAP 3,84** 5,73**
ubDP 3,84** 4,72%*
UEP 5,73** 4,72%*




5.4.1 Bakteridlni spolecenstva u odriidy David
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Obr. 15 Non-metric multidimensional scaling (NMDS) — srovnani bakterialnich
spoleCenstev pfitomnych v peridermu u odriidy David v konduktivni padé (Seda),
supresivni pudé (zelena), konduktivni ptid€ + Zelezo (oranzova), konduktivni ptdé +

fosfor (Cervenad), konduktivni ptid€ + raselina (Cerna)

Dle statistického zhodnoceni AMOV A neexistovala statisticka vyznamnost mezi
zadnym oSetfenim u odrtidy David (AMOVA, Fs =1,08, p=0,05).
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5.4.2 Bakteridlni spolecenstva u odrady Agria
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Obr. 16 Non-metric multidimensional scaling (NMDS) — srovnani bakterialnich

spoleCenstev pfitomnych v peridermu u odriidy Agria v konduktivni ptidé (Seda),

supresivni pudé (zelena), konduktivni ptid€ + Zelezo (oranzova), konduktivni ptidé +

fosfor (Cervend), konduktivni ptid€ + raselina (Cerna).

Hlizy z kontrolni konduktivni pidy u odriidy Agria se svym bakterialnim

spolecenstvem neodliSovaly od bakteridlnich spolecenstev v hlizach z konduktivni

pudy oSetfené zelezem a fosforem. Signifikantni rozdilnost byla pouze ve slozeni

bakteriadlniho spolecenstva u hliz z konduktivni ptidy oSetfené Zelezem a raselinou.

Supresivni ptida se slozenim spolecenstva odliSovala od kontrolni piidy i od

vSech dalsich oSetfeni konduktivni ptidy (AMOVA, Fs=2,828, p=0,0001).

Tabulka 20 Statisticka vyznamnost (Fs,p) analyzy AMOVA bakteridlnich

spolecenstev u odrtidy Agria pro dana osetfent

UA UAP UAF UAR
UA 1,31 1,81 1,3
UAP 1,31 1,99 1,22
UAF 1,81 1,99 1,73**
UAR 1,3 1,22 1,73**
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5.4.3 Bakterialni spolecenstva u odrudy Adéla
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Obr. 17 Non-metric multidimensional scaling (NMDS) — srovnani bakterialnich

spolecenstev pfitomnych v peridermuu odriidy Adéla v konduktivni ptid€ (zelena),

supresivni ptidé (Seda), konduktivni ptidé + fosfor (Cervena), konduktivni ptidé +

zelezo (oranzova), konduktivni padeé + raselina (Cervena)

Hlizy zkontrolni konduktivni plidy se slozenim bakterialniho spolecenstva

signifikantné odliSovaly od hliz z konduktivni ptdy oSetfené fosforem.

Dalsi

signifikantni rozdilnost bakterialniho spolecenstva byla mezi hlizami z konduktivni

pudy oSetfené fosforem a Zelezem. Mezi ostatnimi pfipady nebyli nalezeny zadné

statisticky vyznamneé odlisnosti ve slozeni bakterialniho spolecenstva.

Tabulka 21 Statisticka vyznamnost (Fs,p) analyzy AMOVA bakteridlnich

spolecenstev u odrtidy Adéla pro dana opatfent

UE UEP UEF UER
UE 2,23** 1,26 1,19
UEP 2,23** 1,62** 1,38
UEF 1,26 1,62** 0,21
UER 1,19 1,38 0,21
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5.4.4 Taxonomické slozeni bakterialnich spolecenstev
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Obr. 18 Zastoupenti nejcastéji se vyskytujicich celedi z kmene aktinobakterii pro

jednotliva oSetfeni u odrid Agria, David a Adéla

V supresivni pudé prevazovaly aktinobakterie z celedi Streptomycetaceae.
Podobny vyskyt byl zaznamenan také u hliz z konduktivni pidy a vSech dalSich
osetfeni u odriidy David. Odrtida Agria méla nejvyssi zastoupeni Streptomycetaceae
v hlizach z konduktivni ptdy oSetfené fosforem. Kdezto v hlizach z konduktivni
pudy oSetfené Zelezem stejné jako u odridy Adéla prevazoval vyskyt
Pseudonocardiaceae.

Hlizy ze supresivni ptidy vSech odrid obsahovaly Microbacteriaceae, zvyseny
podil byl také u odriidy Adéla témer ve veskerém peridermu s vyjimkou peridermu
z konduktivni pidy oSetfené fosforem. Vyssi mnozstvi Microbacteriaceae bylo také
u odrady David pfitomno v hlizach z konduktivni ptidy obohacené o raselinu ¢i
fostor. U odrGdy Agria bylo vyznamné mnozstvi Microbacteriaceae v hlizach
z konduktivni ptidy a z konduktivni ptidy obohacené o fosfor.

Je zajimaveé, ze témér vSechny hlizy vcetné hliz ze supresivni ptidy obsahovaly
vys§i mnozstvi aktinobakterii z celedi Nocardioidaceae s vyjimkou peridermu
z konduktivni ptidy u odriidy Agria.

Odrtida Adéla méla pomérné vysoky podil aktinobakterii z ¢eledi Micrococcaceae

v hlizach z konduktivni plidy a jejich vSech oSetfenich zejména vsak v konduktivni
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pudé osSetfené zelezem. Podobny podil byl v hlizach ze supresivnich ptdy vsech
odriid a také u odrtidy David v peridermu z konduktivni ptidy s pfimési raseliny.
Odrtida David méla oproti ostatnim odriiddam zvySeny vyskyt aktinobakterii
z Celedi Promicromonosporaceae v peridermu vSech oSetfeni vcetné supresivni ptdy.
U odriidy Adéla nebyla tato Celed aktinobakterii pfitomna v téméf zadné mite.
Odrtida Agria obsahovala Promicromonosporaceae, avsak v hlizach z konduktivni

a supresivni ptidy nebyl jeji vyskyt zaznamenan.
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Obr. 19 Zastoupeni nejcast€ji se vyskytujicich fada z kmene proteobakterii pro
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jednotliva oSetfeni u odrid Agria, David a Adéla

Nejcastéji vyskytujicim fadem z kmene proteobakterii u vSech odriid a vSech
osetfeni byl fad Rhizobiales. Nejvyssi vyskyt tohoto fadu byl zaznamenan u odrtidy
Adéla v peridermu z konduktivni ptidy oSetfené raselinou. Nejméné zastoupeny byl
tento fad v hlizach z konduktivni pidy osetfené fosforem u odrdy Adéla. Podobné
nizké mnozstvi disponovaly hlizy ze supresivni a konduktivni ptidy u odriidy David.
Odrtida Agria méla nejnizsi zastoupeni Rhizobiales v peridermu z konduktivni ptidy
osetfené raselinou.

Dalsim pocetné zastoupenym rfadem byl fad Burkholderiales, nejvyssipomer byl
v hlizach u odridy Adéla. Nulové zastoupeni tohoto fadu bylo zaznamenano
v peridermu z konduktivni ptidy obohacené o raselinu u odridy Agria.

R&d Sphingomonadales mél podobné zastoupeni v hlizach viech odrtid u vsech

testovanych oSetfeni. Nejmensi vyskyt byl v peridermu u odridy Adéla.
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Avsak zajimavym je vyskyt fadu Enterobacterales v hlizach z konduktivni pady
odridy David. Vyskyt fadu Enterobacterales byl v hlizach z konduktivni ptady
u odrtidy David dominantni nad vSemi fady a v takovéto mife nebyl zaznamenan
u zadného osetfenti jiné odriidy. Mirné vyssi obsah Enterobacterales byl u odridy Adéla
v hlizach z konduktivni ptidy obohacené o fosfor. V hlizach z konduktivni piidy
u odrady David byl vyssi vyskyt fadu Pseudomonadales. Obdobné jako
u Enterobacterales nebyl podobny vyskyt tohoto fadu zaznamenam u zadného dalsiho

osetfeni u zbyvajicich odrtd.

Zastoupeni bakterialnich spoleCenstev v jednotlivych odrtidach pro dana

osetfeni byla podpofena statistickou metodou LDA Effect Size (LEfSe).
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Obr. 20 Vyskyt fadu Frankiales u vSech odrid pro vSechna osetfeni

u jednotlivych vzorka

Nejhojnéjsi zastoupenti aktinobakterii ztadu Frankiales bylo
u odriidy Agria v hlizach z konduktivni ptidy i ve vSech jejich oSetfenich. Témér
nulovy vyskyt byl zaznamenan u odridy Adéla. Pfitomnost Frankiales nebyla

zaznamenana v supresivni ptidé zadné odridy.
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Bacteria. Patescibacteria,Saccharimonadia.Saccha rimonadales.Saccharimonadales_unclassified
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Obr.21 Vyskyt fadu Saccharimonadales uvsech odrtid pro vSechna osetfeni

u jednotlivych vzorka

Podobné jako u pfedchoziho spolecenstva (Obr. 16) byl i fad Saccharimonadales témér
potlacen v hlizach ze supresivnich ptid vsech odriid. Vysoké zastoupeni tohoto
spolecenstva bylo jako v pfedchozim pfipadé u odriidy Agria v nékterych pripadech.
Avsak Saccharimonadales se ve velké mife vyskytovalo i u odrtidy David v hlizach

z konduktivni plidy a ve vSech jejich oSetfenich.
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Obr.22 Vyskyt Celedi Streptomycetaceae ve vSech odriidach pro vsechna osetfeni

u jednotlivych vzorka

Do celedi Streptomycetaceae patii jeden znejznaméjsich ptvodch
aktinobakterialni strupovitosti Streptomyces scabies. Je patrné, Ze nejvyssi vyskyt je u
odridy Agria s vyjimkou hliz z konduktivni ptidy osSetfené Zelezem a supresivni
pudy. Hojnéjsi vyskyt byl i v hlizach u odridy David s vyjimkou hliz ze supresivni

pudy. Odrtada Adéla je vici tomuto rodu bakterii téméef rezistentni.
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Obr.23 Vyskyt rodu Nocardia u vSech odrid pro vSechna oSetfent

u jednotlivych vzorka

Nejvyssi zastoupeni rodu Nocardia z kmene aktinobakterii bylo u odrady Agria
v hlizach z konduktivni ptidy oSetfené fosforem. Podobnych vysledk bylo dosazeno
i u odriidy Adéla u hliz stejného osetieni. Toto bakterialni spolecenstvo se u téchto
dvou odridy témér nevyskytovalo v supresivni ptdé. Vyssi vyskyt v hlizach ze
supresivni ptidy byl vSak u odridy David a podobné vysledky této odridy byly

zjistény i v peridermu z konduktivni ptidy osSetfené Zelezem.
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Obr.24 Vyskyt rodu Janibacter u vSech odrid pro vSechna oSetfent

u jednotlivych vzorka

Vyskyt bakterii z rodu Janibacter byl nejvyssi v hlizach odrad Adéla a Agria.
Avsak na rozdil od pfedchoziho pfipadu se nejvice vyskytoval v peridermu
z konduktivni ptdy oSetfené Zelezem. Zatimco u odriidy David se tento rod
vyskytoval nejhojnéji v peridermu z konduktivni pudy oSetfené raselinou
au hliz z kontrolni konduktivni ptidy. Hlizy ze supresivni ptidy proteobakterie z rodu

Janibacter témét postradali u vSech odrid.
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Obr.25 Vyskyt ftadu Gaiellales u vSech odriid pro vSechna oSetfent

u jednotlivych vzorka

Nejhojnéjsi vyskyt aktinobakterii z fadu Gaiellales pattici do tfidy Thermoleophilia
byl zaznamenan v hlizach u odridy Adéla ve vSech testovanych oSetfenich. Nejmensi
zastoupeni mél tento fad v peridermu z konduktivni pidy a z konduktivni pudy
osetfené raselinou. Velké zastoupeni mélo bakterialni spolecenstvo fadu Gaiellales
v peridermu ze supresivnich ptid ve zbyvajicich odriidach, zejména u odriidy Agria.
Odrtida Agria méla vyssi zastoupeni i v peridermu z konduktivni plidy oSetfené

Zelezem.
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6 Diskuse

Onemocnéni obecnou strupovitosti brambor bylo nejzavaznéjsi u odriidy Agria.
Tato odrtida je znama svou vysokou nachylnost k danému onemocnéni (Kristtifek et
al., 2015). Hlizy ze supresivni ptidy, kde je pfirozené potlacen vyskyt patogenu, mély
signifikantné nizsi zavaznost onemocnéni oproti ostatnim osetfenim. Mohli bychom
se domnivat, ze odrida Agria vyzaduje ptidy bohaté na Zelezo, jelikoz onemocnéni
bylo signifikantné nizsi oproti kontrolni ptidé praveé na hlizach z konduktivni pady
oSetfené Zelezem. K podobnym vysledkti se doslo jiz dfive (Oztiirk et al., 2011;
Sarikhani et al., 2016), avSak autofi udavaji, Ze na snizeni zavaznosti onemocnéni ma
kromeé Zeleza vliv i obohacovani raselinou. V. mém ptipadé neméla raselina na snizeni
zavaznosti onemocnéni statisticky vyznamny podil. Dalsi Zivinou obohacujici
konduktivni padu byl fosfor, v jehoz ptfipadé byla strupovitost hliz u odridy Agria
signifikantné nizsi oproti kontrolni ptidé. Jiz dfive byl pozorovan vysoky obsah
fosforu v ptidach na polich potlacujici onemocnéni obecnou strupovitosti (Lazarovits
et al., 2007; Sagova-Mareckova et al., 2015).

Dalsi testovanou odridou byla odriida David, ktera je povazovana za
nachylnéjsi odridu vici onemocnéni (Sagova-Mareckova et al., 2016b). U odrady
David byla nejnizsi strupovitost v hlizach z konduktivni ptidy obohacené o fosfor.
Avsak nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné odliSnosti mezi timto
osetfenim a dal$imi testovanymi oSeatfenimi. Signifikantné vyssi strupovitost byla
mezi supresivni a konduktivni ptidou. Tento jev je zcela pfirozeny, jelikoz supresivni
pltida obsahuje Ziviny a bakterialni spolecenstva potlacujici zavaznost onemocnéni na
hlizach (Janvier et al., 2007). Kdezto konduktivni ptda je pouzivana jako kontrolni
a ¢innost patogena je podporena pfitomnosti jinych mikroorganismi.

Odrtida Adéla je povazovana za jednu z méné nachylnych odrtid viici obecné
strupovitosti (Sagova-Mareckova et al.,, 2021). Vysledky tohoto Setfeni neprokazaly
u odriidy Adéla mezi jednotlivymi oSetfenimi zadné statisticky vyznamneé rozdilnosti.
Avsak je patrné, ze u odriidy Adéla mélo obohacovani piidy o fosfor, zelezo ¢i raselinu
vliv na sniZeni zadvaznosti onemocnéni na troveti podobnou supresivni ptidé. Zelezo
a fosfor jsou ziviny, které byly opakované spojovany se sniZenou zavaznosti
onemocnéni kviili jejich ticasti v obrannych mechanismech rostliny viici patogentim,
a to nejen u této odrtidy (Inceoglu et al., 2012; Sagova-Mareckova et al., 2016b; Kopecky
et al., 2019).

Analyzou zivin v peridermu byl zjisStovan obsah tfi prvkt — Zeleza, dusiku
a fosforu. Nejvice zeleza z testovanych odriid bylo naméfeno u odrady Agria. Mezi

jednotlivymi opatfenimi nebyly zjisStény zadné signifikantni rozdily obsahu Zeleza
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v peridermu. Vysoky podil Zeleza v peridermu u této odriidy byl zjistén i v pfedchozi
studii (Sagova-Mareckova et al., 2016b). Vysledky tohoto Setfeni ukazaly, Ze nejvice
zeleza obsahovaly hlizy z konduktivni pdy oSetfené zelezem, coz bylo oSetfeni se
signifikantné nizsi zavaznosti onemocnéni oproti kontrolni ptdé. Jiz dfive bylo
popsano, ze obsah zeleza v peridermu byl vyssi v lokalitach s vySsim obsahem Zzeleza
v pudé, takze vztah ke koncentraci zeleza v ptid€ je pravdépodobny (Kristifek et al.,
2015). Stejna studie popisuje, ze obsah zeleza v rliznych odrtidach obvykle nesouvist
se zavaznosti onemocnénim obecnou strupovitosti, ale adekvatni vyziva Zelezem
poskytuje odolnéjsi stav (Aznar et al., 2015). Obsah Zeleza obsazeného v peridermu u
odrid David a Adéla byl vpodobné mife pro vSechna opatfeni
a nedosahoval hodnot jako opatfeni u odriidy Agria. Tento fakt pouze potvrzuje, ze
odriidy se odlisuji ve svych pozadavcich na Zelezo (Oztiirk et al., 2011).

Procentualni obsah dusiku v peridermu byl podobny pro vSechna opatfent
u vsech testovanych odriid a mezi jednotlivymi opatfenimi nebyly pozorovany zadné
signifikantni rozdily. Odridy David a Adéla obsahovaly ve svych hlizach o néco méné
dusiku nez odrtida Agria. Jiz dfive se udavalo, Ze odridy maji odliSné pozadavky na
mnozstvi dusiku a tim mohou vznikat rozdily vlivu dusiku na onemocnéni (Ospina et
al., 2014). Existuji starsi studie, které poukazovaly na potlaceni onemocnéni diky
obohaceni pudy o sdjovou moucku bohaté na dusik. To vedlo ke zvySeni mnozstvi
amoniaku ¢i pH a tim doslo k omezeni strupovitosti (Lazarovits et al., 1999).

Analyzou obsahu fosforu byly zjistény signifikantné vyssi rozdily v peridermu
mezi oSetfenim konduktivni ptidy fosforem a raselinou u odriid Agria a David.
U odridy Agria byla zavaznost onemocnéni hliz z konduktivni ptdy obohacené
o fosfor signifikantné nizsi nez u hliz z kontrolni ptidy. Nedavné studie poukazuji na
negativni korelaci mezi onemocnénim obecnou strupovitosti a celkovym obsahem
fosforu v ptidé i v bramborovém peridermu (Kristtfek et al., 2015; Sagova-Mareckova
et al., 2016a).

Dalsi studie (Kopecky et al., 2019) se zabyvala porovnanim zivinového slozeni
peridermu nachylné a rezistentni odrdy mezi supresivni a konduktivni ptdou.
Vysledky ukazaly, Zze hlizy ze supresivni plidy rezistentni odrtidy obsahuji vyssi
mnozstvi fosforu a Zeleza ve svém peridermu oproti hlizam nachylné odrtady. Toto
zjisténi potvrzuji i vysledky mého Setfeni. V mém ptfipadé byl v peridermu u odriidy
Adéla (rezistentni odrtida) také vyssi obsah fosforu a zeleza v supresivni ptidé nez
v pudé konduktivni. Naopak nachylnd odrtida Agria obsahovala v peridermu
ze supresivni pudy ménée zeleza a fosforu oproti peridermu z konduktivni pady.

V konduktivni pidé byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily ve slozeni

bakteridlniho spolecenstva mezi nachylnymi odriidami (Agria, David) a rezistentni
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odritdou Adéla. Rozdily ve sloZzeni bakteridlniho spolecenstva mezi nachylnou
a rezistentni odriidou byly popsany na stejnych polich konduktivnich a supresivnich,
z nichz byla pouzita ptida pro tento experiment (Kopecky et al., 2019).

Zastoupeni aktinobakterii (kmen Actinobacteria) z Celedi Streptomycetaceae bylo
nejpocetnéjsi u nachylnych odrtad. Odriida Agria méla nejnizsi podil této celedi
v peridermu z konduktivni ptidy obohacené o zelezo, ale v tomto osetfeni bylo vyssi
zastoupeni aktinobakterii z celedi Pseudonocardiaceaze. Podobné tomu bylo
i v peridermu u rezistentni odridy Adéla ve vSech oSetfeni konduktivni ptidy. Mohli
bychom tedy usuzovat, Ze na pomér zastoupeni téchto celedi aktinobakterii mize mit
jisty vliv obsah fosforu v peridermu. Jelikoz praveé toto oSetfeni u Agrie obsahovalo
v peridermu nejméné fosforu a Adéla méla celkové ve svém peridermu nejmensi
obsah fosforu ze vSech testovanych odriid. Dalsi aktinobakterie majici vliv na fosfor
jsou z rodu Nocardia (Roy et al., 2006), v mém Setfeni se tento rod vyskytoval u odrid
Agria a Adéla pravé v konduktivni ptidé obohacené o fosfor. Nedostatek fosforu ma
v rostlin€ za nasledek Sirokou skalu stresovych a adaptacnich reakci a mtze tim byt
ovlivnén vyvoj specifickych bakterialnich skupin véetné patogent: (Sattar et al., 2019).
Aktinobakterie z rodu Nocardia, Streptomyces a dalsi jsou schopny uvoliiovat fosfor
z hornin nebo z jinych stfidmé rozpustnych forem vylucovanim organickych kyselin.
Bakterialni spolecenstva se odlisuji v uvolfiovani fosforu kvali tlaku patogenti, ktery
urychluje jeho recyklaci. Tento jev byl navrzen jako castecny mechanismus potlacujt
nemoci v neékterych ptidach (Gao et al., 2019).

U odrtidy Agria byl nejvétsi podil aktinobakterii z Celedi Streptomycetaceae témer
ve vSech oSetfeni s vyjimkou hliz z konduktivni ptidy osSetfené fosforem. Do celedi
Streptomycetaceae patfi i patogenni Streptomyces spp., takze zvySeny podil téchto
aktinobakterii u nachylnych odriid ma patrné souvislost s vyskytem onemocnéni.
Zvyseny podil Streptomycetaceae u této odrtidy udavaji i autofi nedavné studie, i kdyz
tam se zda, Ze jde nejen o navySeni podilu patogennich streptomycet, ale také
antagonistickych kmenti stejného rodu (Kopecky et al., 2019).

Z proteobakterii (kmen Proteobacteria) byl ve vSech oSetfeni u vSech odrad
nejpocetnéji zastoupen fad Rhizobiales. Na ptitomnost Rhizobiales bylo poukazano ve
studii zabyvajici se onemocnénim v zavislosti na obohacovani plidy raselinou
Ci Zelezem (Sarikhani et al., 2016). Udava se, Ze Rhizobiales se vyskytovaly pfi oSetfeni
raselinou. Mimo tento fad byly také vyznamné fady Burkholderiales a Xanthomonadales.
V mém Setfeni byl pro kazdou odridu v konduktivni ptidé osetiené raselinou typicky
jiny rod. U odriidy Adéla pfevladaly proteobakterie z fadu Rhizobiales a Burholderiales.
U odriidy David byl vedle téchto rodti i vyssi vyskyt Xanthomonadales. Proteobakterie

zfadu Xanthomonadales byl objeveny jiz dfive v Japonsku u rezistentnich kultivarti
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(Kobayashi et al., 2015). U odridy Agria nebyl zaznamenan vyskyt Burholderiales
v zadné mife a Rhizobiales byl zastoupen méné nez u predchozich odriid.

Hlizy ze supresivni pudy obsahovaly zejména Streptomycetaceae z aktinobakterii
a Burkholderiales z proteobakterii. O téchto rodech a celedi je zndmo, ze zahrnuji
rostliné prospésné druhy a kmeny (Kyselkova & Moénne-Loccoz, 2012).
Proteobakterie z fadu Burkholderiales se v supresivni ptidé vyskytovali i v jiz zminéné
studii (Kopecky et al., 2019). Vmém Setfeni se tento rod vyskytoval u vSech
testovanych odrtid, avSak nejvice byl zastoupen u rezistentni Adély.

Pomoci softwaru LEfSe bylo analyzovano, které OTU byly vice zastoupeny pro
dana oSetfeni u jednotlivych odrtid. Jednim z nich byli zastupci z fadu Gaiellales, ktefi
byli typicti zejména pro rezistentni odrtidu Adéla. Udava se, ze jsou ticinni rozkladaci
rostlinnych zbytki pfizptisobenych vysokému zatiZzeni zivinami (Lin et al., 2019).
Vyskyt tohoto bakterialniho spolecenstva u odridy Adéla je uveden v nedavneé studii
(Sagova-Mareckova et al., 2021).

Z mého Setfeni vyplyva, ze k potlaceni obecné strupovitosti doslo nejefektivnéji
na peridermu hliz z konduktivni ptidy oSefené zelezem. Avsak pouze u odridy Agria
byl tento pokles signifikantné nizsi oproti kontrolni ptidé. U odriidy David bylo patrné
zlepseni onemocnéni, ale nebyl pozorovan signifikantné nizsi pokles oproti kontrole.
Zaroven byly tyto hlizy ve svém peridermu bohaté na Zelezo a dusik, ale chudsi na
fostor. U odriidy Adéla byla prokazana jeji pfirozena rezistence vii¢i obecné

strupovitosti.
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7 Zaver

e Strupovitost byla nejnizsi u rezistentni odridy Adéla — ve vSech osetfeni
konduktivni pldy doslo k vyznamnému snizeni zavaznosti na uroven
supresivni ptdy.

e Nachylné odriidy mély nejmensi zavaznost onemocnéni na peridermu
z konduktivni ptdy osetfené fosforem, ale jen u Agrie byl zaznamenam
signifikantné nizsi vyskyt onemocnéni oproti kontrolni ptideé.

e Periderm unachylné odrtidy Agria v oSetfeni vykazujici nejnizsi strupovitost
byl bohaty na Zelezo a dusik, ale obsahoval méné fosforu.

e Odriida Agria meéla v peridermu nejvice zeleza z testovanych odrid.
To poukazuje na riiznorodé pozadavky odriid na jednotlivé ziviny.

e Listy vSech testovanych odrtid obsahovaly podobné mnozstvi zeleza, fosforu
i dusiku.

e Rezistentni Adéla méla v peridermu ze supresivni ptidy vyssi obsah Zeleza
a fosforu oproti hlizam z kontrolni ptidy.

e Odriida Agria meéla nejvyssi procentudlni zastoupenirodu Streptomyces

(kmen Actinobacteria), ktery obsahuje i patogenni druhy.
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